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Resumo – O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito de três sistemas de uso da terra da Amazônia Ocidental
sobre a diversidade fenotípica de bactérias que nodulam siratro. Os sistemas estudados foram cultivo de mandi-
oca, cultivo de pupunheira e floresta de terra firme. As densidades de bactérias foram avaliadas pela técnica do
número mais provável, pela inoculação de suspensões de solo diluídas em siratro (Macroptilium atropurpureum),
e foram semelhantes nas áreas estudadas. Foram caracterizados 257 isolados, provenientes dos nódulos de
siratro, os quais formaram 63 grupos culturais a 80% de similaridade. Poucos isolados foram obtidos a partir de
solo sob floresta, enquanto um maior número de isolados foi obtido nas áreas cultivadas. A diversidade pelo
índice de Shannon e a riqueza foram maiores na área com mandioca e menores na floresta. Porém, a riqueza foi
similar nos três sistemas quando determinada pela análise de rarefação. Houve diferença na proporção de tipos
de culturais, a qual pôde ser explicada pela diferença na utilização da terra. Houve influência dos sistemas de uso
da terra sobre a diversidade de bactérias que nodulam leguminosas.
Termos para indexação: rizóbio, Macroptilium atropurpureum, densidade, caracterização cultural.
Leguminosae nodulating bacteria diversity from three different
land use systems in Brazilian Western Amazon
Abstract – The aim of this work was to evaluate the effect of three different land use systems from the Brazilian
Western Amazon on Leguminosae nodulating bacteria diversity. The land use systems studied were cassava
crop, peach palm crop and upland forest. Rhizobial densities were evaluated by the most probable number
technique, after inoculation of Macroptilium atropurpureum with diluted soil samples, and they were similar for
the three systems studied. Two hundred and fifty-seven bacteria isolated from the nodules were characterized
and clustered into 63 groups of isolates with 80% similarity. Few isolates were obtained from forest, whereas a
large number of isolates was obtained in the crop systems. The highest richness and Shannon diversity were
found in the cassava crop and the lowest ones were found in the forest. However, the richness was similar for the
three systems when it was determined with a rarefaction analysis. Differences in the proportion of types of
growth were found and can be explained by differences amongst the systems. The land use systems influenced
the Leguminosae nodulating bacterial diversity.
Index terms: rhizobia, Macroptilium atropurpureum, density, cultural characteristics.
Introdução
A Região Amazônica possui imensa diversidade de
espécies vegetais. Um hectare de floresta pode conter
de 100 a 300 espécies diferentes de árvores, dependen-
do do local e do diâmetro mínimo de caule escolhido
como limite inferior para a amostragem (CIMA, 1991).
Entre as famílias botânicas presentes na Amazônia, a
família Leguminosae é a mais rica em espécies e se
situa entre as cinco famílias com o maior número de
indivíduos (Moreira et al., 1992). Uma das particulari-
dades desta família é que grande parte das espécies
conhecidas é capaz de formar nódulos em simbiose com
bactérias diazotróficas conhecidas genericamente como
rizóbios.
Atualmente, a avaliação da diversidade de bactérias
tem sido fortemente influenciada pelo uso de técnicas
moleculares. Conforme Woese (1987), a capacidade de
se realizar o seqüenciamento de ácidos nucléicos teve
um grande impacto tanto na microbiologia como na
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classificação dos microrganismos. Contudo, além do
seqüenciamento, existem várias outras técnicas dispo-
níveis para a caracterização de microrganismos, as quais
levam em consideração tanto características fenotípicas
como genotípicas, como, por exemplo, eletroforese de
proteína total, perfil de ácidos graxos, sorologia e avali-
ação de características culturais e morfológicas dos
microrganismos (Vandamme et al., 1996).
A avaliação das características culturais e
morfológicas é o primeiro passo para a identificação de
novos grupos taxonômicos de microrganismos e é muito
útil, em laboratórios que não têm acesso a tecnologias
sofisticadas, por ser de baixo custo. Atualmente, busca-
se uma taxonomia polifásica e as características cultu-
rais fazem parte dos caracteres utilizados para esta clas-
sificação (Vandamme et al., 1996). Estas característi-
cas podem indicar diferenças fisiológicas importantes
entre microrganismos, que podem ser detectadas pos-
teriormente mediante estudos mais refinados (Pelczar
et al., 1981). Um exemplo é o gênero Mesorhizobium,
no qual foram incluídos isolados que apresentavam al-
gumas características fenotípicas diferenciadas do gê-
nero Rhizobium, inclusive algumas estirpes apresentando
taxa de crescimento intermediária, sugerindo a existên-
cia de diferenças metabólicas importantes (Moreira et al.,
1993; Jarvis et al., 1997; De Lajudie et al., 1998).
Características culturais relevantes que podem ser
avaliadas são o tempo de formação de colônias isoladas
e a alteração do pH do meio de cultura com azul de
bromotimol como indicador de diferenças fisiológicas
entre gêneros (Jordan, 1984; Moreira & Pereira, 2001).
Além destas, outras características utilizadas são pro-
dução de exopolissacarídeos, tamanho, formato, cor, e
tempo de formação de colônias e alteração do pH do
meio de cultura (Vincent, 1970; Moreira et al., 1993;
Odee et al., 1997). Estas características foram utiliza-
das com sucesso no estudo da ecologia de rizóbios
(Martins et al., 1997; Moreira et al., 1993; Pereira, 2000;
Melloni, 2001), permitindo acessar a diversidade e o efeito
de diferentes usos da terra sobre as comunidades des-
tes microrganismos.
O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito de três
sistemas de uso da terra da Amazônia Ocidental sobre
a diversidade fenotípica cultural de bactérias que nodulam
siratro.
Material e Métodos
Caracterização da área de estudo e amostragem
O local estudado situa-se a aproximadamente 1.100 km
a oeste de Manaus, no Município de Benjamin Constant,
e está localizado na base do Rio Solimões. O clima é
Afi, tropical úmido sem estação seca, de acordo com a
classificação de Köppen, com pluviosidade média anual
de aproximadamente 3.000 mm e temperatura média de
aproximadamente 26ºC. A vegetação natural é do tipo
floresta tropical úmida. Os sistemas avaliados estão lo-
calizados na comunidade indígena Guanabara III.
A comunidade, existente há 22 anos, é formada por re-
presentantes dos índios Ticuna e é reserva da Fundação
Nacional do Índio (Funai) desde o segundo semestre de
2003. Esta comunidade foi escolhida por ser uma das
maiores da região e, por isso, com uma utilização mais
intensa das terras para o cultivo.
Em abril de 2003 foram coletadas quatro amostras
compostas de solo em três áreas de terra firme sob di-
ferentes sistemas de uso da terra: floresta de terra fir-
me, cultivo de mandioca (Manihot esculenta L.) e cul-
tivo de pupunheira (Bactris gasipaes Kunth). Estas fo-
ram escolhidas de modo a constituírem um gradiente de
intensidade de utilização da terra (Tabela 1). Ao contrá-
rio da mandioca, a pupunheira é uma cultura que per-
manece por mais tempo na área de cultivo e, portanto, a
utilização da terra é menos intensa nas áreas com
pupunheira. Na comunidade, a pupunheira é utilizada
para a produção de frutos e o cultivo tinha cinco anos
no momento da coleta das amostras. O cultivo de man-
dioca fica localizado em uma área mais intensamente
Tabela 1. Altitude, coordenadas geográficas, características químicas e textura dos solos de três áreas sob diferentes sistemas
de uso da terra da Amazônia Ocidental.
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utilizada para agricultura, enquanto o cultivo de
pupunheira se localiza em uma área menos impactada.
O manejo das áreas cultivadas é realizado manual-
mente.
Cada amostra composta constituiu-se de
20 subamostras, coletadas aleatoriamente dentro de um
quadrado de 5x5 m, à profundidade de 0–20 cm. Na área
cultivada com a pupunheira foram coletadas três amos-
tras simples. As amostras destinadas para análise
microbiológica foram acondicionadas em sacos de plás-
tico Millipore esterilizados e enviadas para o laboratório
de Microbiologia do Solo da Universidade Federal de
Lavras, onde foram conservadas a 4ºC. Parte das amos-
tras foi enviada para análises química e física no Labo-
ratório de Fertilidade da Universidade Federal de La-
vras (Tabela 1).
Isolamento, caracterização e determinação da den-
sidade populacional de bactérias que nodulam
siratro
Sessenta gramas de cada amostra composta de solo
foram diluídos em 60 mL de solução salina NaCl 0,85%.
Os frascos contendo as amostras de solo foram agita-
dos por 30 minutos, a 50 rpm. Posteriormente, cada uma
destas suspensões foi submetida a uma série de dilui-
ções de 10-1 a 10-6 e alíquotas de 1 mL de cada diluição
foram inoculadas em plantas de siratro (Macroptilium
atropurpureum), cultivadas em sacos de plástico
Millipore, contendo 250 mL de solução nutritiva de
Jensen, sem nitrogênio (Jensen, 1942 citado por Vincent,
1970), com três repetições para cada passo de diluição.
Foram adicionadas testemunhas sem inoculação para
verificar possíveis contaminações do experimento.
As estimativas do número mais provável (NMP) foram
realizadas pelo programa MPNES (Bennett et al., 1990).
O aparecimento de nódulos nas raízes foi avaliado peri-
odicamente e as plantas foram coletadas 60 dias após a
montagem do experimento e inoculação.
Todos os nódulos formados no siratro foram utiliza-
dos no isolamento das bactérias. Os nódulos foram
desinfestados superficialmente conforme Vincent (1970)
e as bactérias foram isoladas em placas contendo meio
de cultura 79, também conhecido como YMA (Vincent,
1970), com azul de bromotimol e com pH 6,8 (Fred &
Waksman, 1928). As bactérias foram cultivadas sob tem-
peratura de 28ºC. Colônias isoladas foram selecionadas
e plaqueadas para purificação. Após a purificação dos
isolados, as seguintes características culturais foram
avaliadas: alteração do pH do meio de cultura, taxa de
crescimento avaliada pelo tempo de formação de colô-
nias isoladas, características das colônias (tamanho, for-
mato, borda, elevação, superfície, transmissão de luz e
coloração das colônias) e produção de goma
(polissacarídeos extracelulares).
A caracterização foi realizada sete dias após a
repicagem das bactérias. Quando as colônias aparece-
ram após este período, a caracterização foi realizada
após 12 dias de crescimento. O método utilizado foi o
de Moreira (1991), com modificações, a fim de tornar
mais discriminativas as alterações de pH e a produção
de goma. A avaliação do pH foi realizada mediante a
comparação da coloração do meio de cultura, após o
crescimento da bactéria em placas com meio 79 e pH
ajustado nos valores 5,0, 6,0, 6,3, 6,5, 6,7, 6,8, 7,0, 7,2,
7,5, 8,0, e 9,0. Foram consideradas as seguintes faixas
de dias de aparecimento de colônia: 1 dia, crescimento
muito rápido; 2–3 dias, crescimento rápido; 4–5 dias,
crescimento intermediário; 6–10 dias, crescimento lento;
mais de 10 dias, crescimento muito lento. A produção
de goma foi dividida em seis faixas: goma abundante,
muita goma, produção intermediária, pouca goma, seca
e muito seca. A coloração das colônias foi avaliada com
o auxílio da carta de Munsell e expressa na forma de
matiz, valor e croma indicados. Tamanho, formato, bor-
da, elevação, superfície, transmissão de luz e coloração
das colônias foram avaliados de acordo com Eklund &
Charles (1967).
Os isolados foram agrupados com base na caracteriza-
ção cultural, juntamente com estirpes tipo ou referência de
espécies já descritas de rizóbio: CIAT899T, Rhizobium
tropici; LMG 6214T, Rhizobium galegae bv. orientalis;
USDA205T, Sinorhizobium fredii cv. fredii; USDA1037T,
Sinorhizobium medicae; ATCC33669T, Mesorhizobium
loti; BR29, Bradyrhizobium elkanii; e ATCC10324T,
Bradyrhizobium japonicum. Foram utilizadas 11 carac-
terísticas para o agrupamento. Os dendrogramas foram
construídos pelo método UPGMA (método da média arit-
mética não ponderada), com a utilização do coeficiente de
Jaccard, com o programa estatístico NTSYS (Numerical
Taxonomic and Multivariate Analysis System, version 2.0,
Applied Biostatistics, New York). Cento e vinte e três re-
presentantes dos grupos formados foram autenticados em
siratro.
Análise dos dados
A probabilidade de ocorrência dos resultados da sé-
rie de diluição encontrados no teste do número mais pro-
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vável (NMP) foi determinada pela avaliação da faixa
de transição (Woomer, 1994). Os grupos culturais for-
mados a 80% de similaridade foram utilizados no cálcu-
lo do índice de diversidade de Shannon e na análise de
rarefação. Os valores obtidos em relação ao índice de
Shannon foram submetidos ao teste t de Student
(Magurran, 1987). Foram construídas curvas com a
variação do índice de Shannon em função do número de
isolados e curvas de acumulação de grupos culturais
com o auxílio do programa Estimates, versão 5.0 (Colwell,
1997). O programa selecionou os isolados ao acaso de
modo a constituir amostras com um, até o número total
de isolados. Os dados foram aleatorizados cem vezes.
Na comparação entre as áreas na seleção de grupos de
bactérias de crescimento diferente, foi utilizado o teste
de qui-quadrado. A análise de rarefação foi realizada
conforme Magurran (1987).
Resultados e Discussão
As densidades de células de bactérias que nodulam
siratro variaram de 63 células g-1 solo na floresta a
1.588 células g-1 solo na área cultivada com mandioca,
contudo não houve diferença estatística significativa no
número de células presentes na maioria das amostras.
Cinco dos resultados das séries de diluição encontrados
apresentaram probabilidade de ocorrência menor que
0,001, a qual é o limite recomendado por Woomer (1994)
para a seleção de resultados (Tabela 2). As densidades
encontradas em Benjamin Constant são próximas às
densidades encontradas por Pereira (2000) em solos
de floresta (210 células g-1) e cultivo de mandioca
(2.112 células g-1), no Município de Theobroma, RO.
A maior densidade de bactérias que nodulam siratro
nos solos cultivados pode ocorrer em razão do estímulo
por parte das plantas cultivadas. Há trabalhos que mos-
tram que espécies cultivadas podem ter efeito estimu-
lante sobre populações de rizóbios, mesmo que não se-
jam hospedeiras. Venkateswarlu et al. (1997) verifica-
ram que houve estímulo de populações de rizóbios em
solos cultivados com sorgo, enquanto mamona e giras-
sol desestimularam as populações. Pereira (2000) en-
controu maiores populações de rizóbios em solos da
Amazônia utilizados para pastagem, até mesmo maio-
res que em área cultivada com feijoeiro. A autora atri-
buiu este resultado a melhores condições químicas
(e.g. maiores valores de pH, maior saturação de bases
e menores teores de alumínio) encontradas no solo pas-
tagem.
Foram obtidos 257 isolados em cultura pura com ca-
racterísticas típicas de rizóbios. A maior parte destes
isolados foi proveniente das áreas cultivadas. Foram
obtidos poucos isolados da floresta em razão da baixa
nodulação de siratro com inoculação de suspensões pro-
venientes de solos desta área. Os isolados encontrados
apresentaram crescimento variando de muito rápido a
muito lento e foram encontrados isolados que
acidificaram, alcalinizaram e que não alteraram o pH do
meio de cultura, os quais foram divididos em cinco tipos
culturais, de acordo com a taxa de crescimento e alte-
ração do pH do meio de cultura (Figura 1).
Os isolados que acidificaram o meio de cultura (IAM)
apresentaram crescimento rápido e muito rápido.
A maioria deles apresentou características culturais dos
gêneros Rhizobium, Sinorhizobium e Mesorhizobium,
conforme Moreira & Pereira (2001). A maioria dos isola-








































Tabela 2. Número mais provável (NMP) de células de rizóbio
em três sistemas de uso da terra da Amazônia Oriental.
(1)Padrões com probabilidade de ocorrência menor que 0,001.
Figura 1. Distribuição dos isolados de bactérias que nodulam
siratro em 5 tipos culturais baseados no tempo para a forma-
ção de colônias isoladas e na alteração do pH do meio de
cultura para floresta (    ) e áreas cultivadas com mandioca  (    )
e pupunheira (   ).  CMR, crescimento muito rápido; CR,
crescimento rápido; CI, crescimento intermediário; CL, cres-
cimento lento; CML, crescimento muito lento; A, acidificam o
meio de cultura; B, alcalinizam o meio de cultura.
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relação à floresta é inesperado, visto que um grande
número de isolados obtidos a partir de leguminosas flo-
restais do Brasil apresentam crescimento lento e
alcalinização do meio de cultura, características do gê-
nero Bradyrhizobium (Moreira et al., 1993). Outro fa-
tor pelo qual se esperaria encontrar mais isolados de
crescimento lento na floresta é a utilização de siratro
como planta-isca. O siratro é considerado uma espécie
nodulada, principalmente, por estirpes do gênero
Bradyrhizobium (Gibson et al., 1982; Thies et al., 1991;
Odee et al., 1997). Porém, neste e em outros estudos
(Pereira, 2000), não se verificou seletividade do siratro
para estirpes de crescimento lento uma vez que uma
proporção significativa de estirpes de crescimento rápi-
do nodularam esta espécie.
Pelo agrupamento dos IALM, observa-se que se for-
maram três grupos a 64% de similaridade (IL, IIL e
IIIL) (Figura 2A). O grupo IL foi constituído pratica-
mente por isolados oriundos da área cultivada com
dos que alcalinizaram o meio de cultura (IALM) apre-
sentou características culturais do gênero
Bradyrhizobium, conforme Jordan (1984) e Moreira
& Pereira (2001).
A maior parte dos isolados provenientes da área cul-
tivada com pupunheira apresentou crescimento lento e
alcalinização do meio de cultura (Figura 1). Na floresta
e na área cultivada com mandioca, foi observado um
número maior de isolados de crescimento rápido e mui-
to rápido, com acidificação do meio de cultura (Figu-
ra 1). Para avaliar se este padrão foi dependente da
forma de utilização da terra, os dados foram submetidos
ao teste de qui-quadrado, cujo resultado foi 22,07 e o
esperado, a 1% de probabilidade, 20,09. Este resultado
mostra que a distribuição diferenciada dos isolados nos
tipos culturais pode ser explicada pela forma diferente
de utilização da terra. A maior proporção de IAM na
floresta em relação aos IALM corrobora observações
anteriores, em floresta localizada em Theobroma, RO
(Pereira, 2000). A princípio, o resultado encontrado em
Figura 2. Dendrogramas de similaridade baseados em características fenotípicas culturais para isolados de bactérias
que nodulam siratro, que alcalinizam (A) e que acidificam (B) o meio de cultura. As linhas verticais indicam o nível de
similaridade entre os principais grupos formados e os grupos formados a 80% de similaridade. Grupos: IL, IIL e IIIL, 64%;
IR, IIR e IIIR, 31%.
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pupunheira. A maior parte dos isolados do grupo IIL foi
oriunda da área cultivada com mandioca e se agrupa-
ram juntamente com a estirpe ATCC10324T, tipo de
Bradyrhizobium japonicum. Também neste grupo está
a maioria dos IALM da floresta. A estirpe BR29, estir-
pe referência de Bradyrhizobium elkanii, é utilizada
como inoculante da soja no Brasil desde 1979 (Freire &
Vernetti, 1999), e está no grupo IIIL. Este grupo é cons-
tituído, em sua maior parte, por isolados oriundos das
áreas cultivadas. O agrupamento de grande parte dos
IALM, das áreas cultivadas, indica que o cultivo seleci-
onou IALM culturalmente semelhantes entre si, tanto
na área cultivada com mandioca como na cultivada com
pupunheira. O efeito da utilização da terra sobre a sele-
ção de grupos diferentes de rizóbios foi observado por
Pereira (2000), e áreas com diferentes tipos de manejo
foram diferenciadas pelo agrupamento de rizóbios com
base em parâmetros morfológicos.
Pelo agrupamento dos IAM, pode-se distinguir três
grandes grupos a 31% de similaridade (IR, IIR e IIIR)
(Figura 2B). No grupo IR, estão quase todas as estir-
pes referência de Rhizobium e Sinorhizobium, com
exceção da estirpe referência de Sinorhizobium meliloti
(BR7411), que está no grupo IIIR. A maioria dos isola-
dos se agrupou no grupo IR. Porém, os isolados das
áreas cultivadas não apresentaram um padrão de distri-
buição claro entre os grupos e subgrupos formados, como
ocorreu em relação aos isolados de crescimento lento.
Num nível maior de discriminação, a 80% de similari-
dade, formaram-se 63 grupos, sendo 50 grupos de IAM
e 13 grupos de IALM, evidenciando maior diversidade
entre os IAM. As áreas cultivadas com mandioca e
pupunheira e a floresta apresentaram 39, 32 e 17 gru-
pos, respectivamente (Tabela 3). Como houve uma gran-
de diferença no número de isolados obtidos nas áreas
cultivadas e na floresta, foi realizada uma análise de
rarefação (Magurran, 1987). De acordo com esta aná-
lise, se nas áreas cultivadas fosse coletado o mesmo
número de isolados que foram obtidos na floresta, esti-
ma-se que 17 grupos seriam encontrados na área culti-
vada com mandioca e 15 grupos seriam encontrados na
área cultivada com pupunheira (Tabela 3).
A diversidade calculada pelo índice de Shannon foi
maior na área cultivada com mandioca e menor nas áreas
de floresta e cultivo de pupunheira, as quais não diferi-
ram estatisticamente entre si (Tabela 3). As curvas de
variação para o índice de Shannon tenderam a atingir a
assíntota (Figura 3). Isto significa que a coleta de mais
isolados levaria a uma variação pequena no valor do
índice de Shannon, revelando que foi realizada uma boa
estimativa da diversidade de rizóbios que nodulam siratro
com base neste índice. Este índice é razoavelmente in-
dependente do tamanho da amostra, de modo que um
pequeno número de amostras é necessário para se ob-
ter um índice seguro para efeitos de comparação (Odum,
1988). Abordagem semelhante foi utilizada por Coutinho
et al. (1999) no estudo de comunidades de rizóbios em
solos cultivados.
A determinação do ponto de estabilização da curva
é, de certo modo, subjetiva (Magurran, 1987). Contudo,
observa-se que a variação do valor do índice de Shannon
em relação às comunidades das áreas cultivadas torna-
se pequena a partir de 60 isolados, de modo que este
pode ser considerado um número razoável de isolados
para a boa determinação da diversidade em cada uma
das áreas estudadas. A curva para a comunidade da
floresta acompanha a curva da comunidade da área
cultivada com mandioca, indicando que a diversidade
na floresta pode ser semelhante à diversidade naquela
Tabela 3. Riqueza e diversidade em grupos fenotípicos cultu-
rais de rizóbio isolados de três sistemas de uso da terra da
Amazônia Ocidental, e estimativa de grupos culturais pela
análise de rarefação.
(1)Valores com letras iguais não diferem entre si pelo teste t Student, a
5% de probabilidade
Figura 3. Variação do índice de Shannon (H) em função do
número de isolados de bactérias que nodulam leguminosas,
coletados em áreas com cultivo de mandioca, em áreas com
um cultivo de mandioca (   ), cultivo de pupunheira (   ) e
floresta  (     ), na Amazônia Ocidental.
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comunidade. Como o número de isolados obtidos a par-
tir da floresta foi muito pequeno, é possível que a diver-
sidade neste sistema tenha sido subestimada. Além dis-
so, a análise de rarefação indica que o número de gru-
pos culturais da área cultivada com mandioca e da flo-
resta seriam semelhantes se o mesmo número de isola-
dos fosse coletado nas duas áreas.
Conclusões
1. Os sistemas de uso da terra alteram a composição
das comunidades de bactérias que nodulam siratro.
2. A área de cultivo de mandioca apresenta maior ri-
queza e diversidade de bactérias que nodulam siratro.
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